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基础 研究 
真武 疡 对 大 部 分 色 切 除 所 致 尿毒 症 心肌 病 小 鼠 心 脏 的 保护 作用 


陈 琪 , 李 志 标 , 刘 北 , 傅 强 , 严 全 能 
南方 医科 大 学 珠江 医院 心血 管内 科 , 广 东 广州 510280 


摘要 :目的 探讨 真武 汤 对 小 鼠 尿 毒 症 心肌 病 心脏 保护 作用 及 其 机 制 。 方 法 大 部 分 肾 切 除 术 制 作 尿毒 症 心肌 病 模 型 。C57BL/ 
6 小 鼠 随 机 分 3 组 :假手 术 组 模型 组 和 真武 汤 组 。 真 武 汤 组 小 鼠 术 后 予 真武 汤 灌 胃 ,假手 术 组 和 模型 组 小 鼠 术 后 予 等 量 蒸馏 水 
灌 胃 。 心 脏 彩 超 心脏 组 织 HE 染 色 及 血 生化 分 别 观察 尿毒 证 心肌 病 小 鼠 心脏 功能 结构 及 肾 功能 变化 , Western blotting 检 测 心 
话 组 织 p-AMPK 及 p-mTOR 的 表达 情况 。 结 果 模型 组 小 鼠 较 假手 术 组 体质 量 明显 下 降 (P<0.05) ,心脏 质量 及 心脏 指数 明显 增 
加 (P<0.05) ,心脏 舒张 期 及 收缩 期 左 室 后 壁 厚度 增 大 (P<0.05) ,HE 染色 示 心 肌 细胞 肥大 ,血尿 素 氮 、 肌 醋 显 著 升 高 (P<0.05)。 
真武 汤 组 小 鼠 与 模型 组 相 比 心脏 质量 及 心脏 指数 减 小 (P<0.05) ,心脏 舒张 期 及 收缩 期 左 室 后 壁 厚度 减 小 (P<0.05) ,病理 变化 减 
轻 。 模 型 组 小 鼠 与 假手 术 组 相 比 p-AMPK 表达 明显 降低 ,p-mTOR 表达 明显 升 高 (P<0.05) ; 真武 汤 组 小 鼠 与 模型 组 相 比 
p-AMPK 表达 明显 升 高 ,p-mTOR 表达 明显 降低 (P<0.05)。 结 论 真武 汤 抑制 尿毒 症 心肌 病 小 鼠 心 肌 肥厚 ,此 效应 可 能 是 通过 
AMPK-mTOR 信 号 通路 实现 。 
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Protective effects of Zhenwutang on cardiac function in mice with uremic 


cardiomyopathy induced by subtotal nephrectomy 


CHEN Qi LI Zhiliang, LIU Bei, FU Qiane, YAN Quanneng 
Department of Cardiology, Zhujiang Hospital, Southern Medical University, Guangzhou 510280, China 


Abstract: Objective To investigate the protective effects of Zhenwutang (ZWT) on cardiac function in mice with uremic 
cardiomyopathy (UCM). Methods Thirty C57BL/6 mice were randomized into 3 equal groups, including a sham-operated 
group, subtotal nephrectomy (UCM model) group and subtotal nephrectomy with ZWT treatment group. The mice in the 
former two groups were treated with distilled water. The changes in cardiac functions, myocardial structure and renal function 
of the mice were evaluated with echocardiography, HE staining and biochemical assay, respectively. Western blotting was used 
to detect the expression level of adenosine monophosphate-activated protein kinase (AMPK) and mammalian target of 
rapamycin (mTOR) in the heart tissues. Results Compared with the sham-operated group, the mice in the model group 
showed significantly lowered body weight and increased heart weight, heart index, left ventricular posterior wall thickness in 
diastole (LVPWd) and in systole (LVPWs), blood urea nitrogen (BUN) and serum creatinine (Scr) (P<0.05); Pathological 
examination revealed myocardial hypertrophy in the model group with markedly decreased expression levels of p-AMPK and 
significantly increased p-mTOR expression (P<0.05). ZWT treatment significantly decreased the heart weight, heart index, 
LVPWd, and LVPWs and expression level of p-mTOR (P<0.05), increased the expression level of p-AMPK (P<0.05), and 
Obviously ameliorated histological injury of the heart in mice with UCM. Conclusion ZWT can Protect the cardiac function in 
mice with subtotal nephrectomy-induced UCM possibly via the AMPK-mTOR signal Pathway. 

Key words: Zhenwutang; uremic cardiomyopathy; AMPK-mTOR signal pathway 


心血 管 疾病 (CVD) 是 慢性 肾脏 病 (CKD) 最 常见 的 。 ”导致 的 心肌 损害 ,主要 特点 为 左 室 肥厚 、 毛 细 血 管 密度 

并 发 症 " ,其 中 尿毒 症 心 肌 病 (UCM) 一 直 是 治疗 的 难点 下降 纤维 化 及 心室 重 塑 , 易 致 心 源 性 狂 死 ,心律 失常 及 
及 人 研究 的 热点 ">。 尿 毒 症 心肌 病 是 由 慢性 凤 功 能 不 全 心 功 能 不 全 。 流 行 病 学 人 研究 ”显示 , 终 末期 肾病 患者 心 
因 性 死亡 主要 见于 心 源 性 独 死 \ 心 律 失常 或 充血 性 心力 
an AR 豪 竟 , 故 防治 尿毒 症 心肌 病 意义 重大 。 现 临床 单纯 运用 
Co i 日 Www 和 a dd nan 
| 往 研 究 表 明 " ,基于 多 靶 点 ,多 途径 ,多 环节 等 作用 特 
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化 的 作用 。 谢 志 逆 等 “研究 发 现 真武 汤 可 以 逆转 大 忌 
慢性 压力 负荷 性 心肌 肥厚 。 目 前 尚未 见 关于 真武 汤 治 
疗 尿毒 症 心肌 病 的 报道 。 本 实验 运用 真武 汤 干预 峭 大 
部 分 切除 小 鼠 ,观察 真武 汤 对 术 后 小 鼠 心 脏 功能 与 结构 
的 影响 ,探讨 真武 汤 对 尿毒 症 心肌 病 的 防治 效果 。 


1 材料 与 方法 

1.1 材料 

1.1.1 动物 健康 2 月 龄 SPF 级 C57BL/6 雄 性 小 鼠 购 于 
广东 省 医学 实验 动物 中 心 ,许可 证 号 :SCXK( 粤 ) 
2013-0002。 

1.1.2 药物 真武 汤 由 中 药 配 方 颗粒 (广东 一 方 制 药 有 
限 公司 ) 淡 附 片 1.7836 g, 茯 蕉 0.7594 g, 生 姜 2.5480 g， 
白 芍 1.5288 g, 白 术 3.0576 g 混 合 溶解 于 112 mL 温 蒸 馅 
水 制 成 。 

1.2 方法 

1.2.1 分 组 将 小 鼠 随 机 分 为 假手 术 组 (Sham, n=10)、 
模型 组 (STNx, n=10) 真武 汤 组 (ZWT n=10)。 

1.2.2 制 模 23 了 予 1% 戊 巴 比 妥 钠 50 mg/kg 腹 腔 注射 麻 
醇 小 鼠 , 约 2 min 后 ,小 鼠 呈 麻醉 状态 ,仰卧 位 固定 小 鼠 ， 
腹部 备 皮 ,消毒 , 铺 巾 , 沿 腹 中 线 切 开 皮肤 ,切口 长 约 
2 cm, 用 棉签 小 心 暴露 右 肾 ,结扎 右 肾 肾 带 后 切除 右 
肾 。 小 心 暴露 左 肾 , 切 除 左 月 上 级 约 1/3 肾 脏 组 织 ,明胶 
海绵 压迫 止血 ,切除 左 肾 下 级 约 13 肾脏 组 织 , 明 胶 
海绵 压迫 止 甸 。 左 肾 残 留 肾 门 处 约 2 mm 宽 肾脏 组 
织 。 约 5 min 后 小 心 夹 除 明胶 海绵 ,观察 切口 有 无 渗 血 ， 


冰箱 中 备用 , 男 一 部 分 置 于 10% 福 尔 马 林 溶 液 中 国定 。 
固定 24 h 后 进行 脱水 ` 包 埋 .切片 及 HE 染色 。 
1.2.7 心脏 组 织 行 Western blotting 检测 目的 蛋白 
取 -80 % 保 存 的 心脏 组 织 约 50 mg 置 于 1.5 mL EP 管 
中 ,加 入 预 冷 的 组 织 裂解 液 ( 莫 云天)1 mL ,超声 破碎 仪 
匀 浆 3 次 后 置 于 冰 上 30 min, 离 心 (4 % ,12 000 rmin， 
15 min) ,吸取 上 清 置 于 另 一 EP 管 中 。 取 少量 上 清 液 按 
BCA 和 蛋白 定量 试剂 盒 (Pierce) 操 作 步 又 进行 定量 。 将 
所 有 蛋白 样品 调 至 等 浓度 ,充分 混合 后 加 5x 上 样 缓冲 
液 后 100 % 者 沸 变 性 8 min, 取 蛋白 样品 冰 浴 5 min 后 上 
样 ,加 样 量 25 hL。 积 层 胶 60 V, 分 离 胶 120V 电 泳 。 电 
泳 结束 后 , 转 至 PVYDF 腊 1 h, 将 转 有 蛋白 的 PVDEF 膜 置 
于 10% 脱 脂 奶粉 中 封闭 2 hp,PBST 洗 膜 5 次 ,每 次 5 min。 
置 于 一 抗 (AMPK, p-AMPK, mTOR, p-mTOR (Cell 
Signaling Technology, USA) 分 别 用 封闭 液 1: 1000 稀 
释 ,GAPDH 抗 体 按 1: 5000 稀释 ) 中 ,4 % 摇 床 震 荡 过 
夜 。PBST 洗 膜 5 次 ,每 次 5 min。 置 于 辣 根 过 氧化 物 酶 
标记 的 二 抗 (武汉 博士 德 ,封闭 液 1:5000 稀 释 )4 江 孵育 
1h,PBST 洗 膜 5 次 ,每 次 5 min。 暗 室 中 取 ECL 痰 光 底 
物 (Pierce)A 液 和 B 液 各 1 mL, 混 匀 后 将 PVDF 膜 浸泡 
其 中 ,室温 孵育 3 min 后 ,用 滤纸 将 PYDF 膜 表面 液体 擦 
干 ,并 将 其 置 于 暗盒 , 取 医 用 X 光 底片 覆盖 ,曝光 1 min 
1.3 统计 学 分 析 

计量 资料 数据 以 均 数 + 标准 差 表 示 ,使 用 SPSS 
19.0 软 件 处 理 , 数 据 行 one-way ANOVA, 组 间 两 两 比较 


I 


若 有 渗 血 换 明 胶 海绵 继续 压迫 ,车 无 则 复位 左 肾 , 逐 层 
缝合 腹部 切口 。 假 手术 组 只 剥离 两 肾 凤 包 膜 。 手 术 过 
程 中 注意 勿 损伤 崩 上 腺 。 

1.2.3 给 药 术 后 第 1 天 开始 给 药 , 也 真武 汤 配方 颗粒 
6.37 g/kg/d 灌 骨 ,假手 术 组 和 模型 组 予 等 量 蒸馏 水 
灌 胃 。 

1.2.4 心脏 超声 检查 给 药 8 周 后 在 异 氢 烷 经 口 描 吸入 
麻醉 下 ,用 Vevo2100 Imaging System (Visual Sonics 
Inc.Toronto Canada)400 探 头 30 MHz 行 心脏 超声 检查 ， 
分 别 检测 舒张 期 左 室 后 壁 厚度 (LVPWd) .收缩 期 左 室 
后 壁 厚 度 LLVPWs) .舒张 期 左 室内 径 (LVEDd) .收缩 期 
左 室内 径 (LVESd) . 左 室 射 血 分 数 (LVEF) 及 左 室 短 轴 
缩短 率 (LVFS)。 

1.2.5 生化 指标 检测 称 体质 量 (BW) 后 采用 摘 眼 球 取 
血 法 收集 小 鼠 血 液 标本 ,室温 下 静 置 1h 后 离心 (4 %C， 
3000 r/min,10 min) ,收集 血清 使 用 全 自动 化 生化 分 析 
仪 检测 血尿 素 氮 (BUN) 及 血 肌 酥 (Scr)。 

1.2.6 心脏 组 织 病 理 染 色 取 血 后 立即 开 胸 取出 心脏 ， 
剪除 左右 心 耳 及 残存 大 血管 后 纱布 吸 干 血迹 ,电子 秤 称 
心脏 质量 (HW)。 将 心脏 分 为 两 部 分 ,一 部 分 置 于 -80 CC 


方差 齐 时 采用 LSD 法 ,方差 不 齐 时 采用 Dunnetts T; 法 ， 
P<0.05 表 示 差 异 具 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 小 鼠 明 功能 指标 

模型 组 和 真武 汤 组 小 鼠 尿 素 氮 及 血 肌 丁 较 假手 术 
组 明显 升 高 (P<0.05) ,真武 汤 组 尿素 氮 及 血 肌 醋 较 模 型 
组 无 明显 变化 ( 表 1)。 


表 1 各 组 小 鼠 尿素 氮 及 血 肌 本 比较 
Tab.1 Comparison of BUN and Scr in different groups 


Sham STNx ZWT 
BUN (mmol/L) 8.68+0.60 20.35+2.44* 22,1S542:51* 
Scr (Lmol/L) 2.17+1.17 10.00+2.28* 9.67+1.63* 


*P<0.05 vs Sham group. STNx: Subtotal nephrectomy; ZWT: 
Zhenwutang. 


2.2 小 鼠 体质 量 \ 心脏 质量 心脏 指数 (HWVBW) 变 化 

模型 组 及 真武 汤 组 小 鼠 体 质量 较 假 手术 组 明显 降 
低 (P<0.05) ,模型 组 心脏 质量 及 心脏 指数 较 假手 术 组 明 
显 增加 (P<0.05) ,真武 汤 组 小 鼠 心 脏 质量 及 心脏 指数 较 
模型 组 明显 降低 (P<0.05, 表 2)。 
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表 2 各 组 小 鼠 体质 量 ,心脏 质量 ,心脏 指数 比较 
Tab.2 Comparison of BW,HW and HW/BW among the 3 groups 


2.4 心脏 组 织 病 理 
假手 术 组 小 鼠 心肌 细胞 排列 整齐 ,细胞核 大 小 均 


Sham STNx ZWT 
HW (g) 0.124+0.0094 0.146+0.0073* 0.130+0.0069” 
BW (g) 26.50+1.87 22.83E1,60* 93.33E].37* 


HW (ge)BW (g) 0.0047+0.00021 0.0064+0.00024* 0.0056+0.00037** 


#P<0.05 vs Sham group, “ P<0.05 vs STNx group. HW: Heart weight; 
BW: Body weight; HW/BW: Heart weight/body weight. 


2.3 心脏 超声 

模型 组 小 鼠 LVPWd 及 LVPWs 较 假手 术 组 明显 增 
大 (CP<0.05) ,真武 汤 组 小 鼠 LVPWd 及 LVPWs 较 模型 组 
明显 减 小 (P<0.05) ,LVEDd,LVEDd,LVEF 及 LVFS 无 
明显 变化 ( 表 3 ,图 1)。 


表 3 各 组 小 鼠 心 脏 超声 指标 比较 
Tab.3 Comparison of echocardiography parameters among the 
3 groups 


Sham STNx ZWT 
LVPWd(mm) 0.48+0.046 0.56+0.038* 0.49+0.047* 
LVPWs(mm) 1.03+0.17 1.52+0.07* 1.28+0.18** 
LVEDd(mm) 3.7540.22 3.37+0.26 3.40+0.39 
LVESd(mm) 2.46+0.32 1.99+0.31 2.12+0.56 
LVEF( %) 69.20+9.77 71.80+9.77 68.67+12.98 
LVFS(%) 38.44+6.95 40.73+8.26 38.45+9.80 


*P<0.05 vs Sham group, ‘P<0.05 vs STNx group. 


Sham 


图 2 心肌 组 织 HE 染 色 


Fig.2 Pathological changes of the heart tissues in different groups (HE staining, original magnification: x400). 


, 胞 效 染 色 均 匀 , 心 肌纤维 排列 整齐 ;模型 组 小 鼠 心 肌 
细胞 肥大 ,细胞 核 增 大 ,形态 不 规则 , 核 仁 浓 染 , 胞 浆 染 
色 加 深 , 心 肌纤维 增 粗 , 排 列 亲 乱 ;真武 汤 组 小 鼠 心 肌 细 
胞 病理 改变 较 模型 组 减轻 (图 2)。 
2.5 心脏 组 织 Western blotting 检 测 

模型 组 小 鼠 与 假手 术 组 相 比 p-AMPK 表 达 明 显 降 
低 ,真武 汤 组 小 鼠 与 模型 组 相 比 p-AMPK 表 达 明 显 升 
高 ,模型 组 小 鼠 与 假手 术 组 相 比 p-mTOR 表达 明显 升 
高 ,真武 汤 组 小 鼠 与 模型 组 相 比 p-mTOR 表达 明显 降低 
(图 3)。 


3 讨论 

尿毒 症 心肌 病 发 病 机 制 复杂 “ :包括 压力 负荷 及 容 
量 负 荷 增加 , 继 发 性 甲状 旁 腺 功能 亢进 和 钙 磷 代谢 率 
乱 ,尿毒 症 毒素 直接 毒性 作用 及 贫血 等 。 以 往 认 为 压力 
负荷 及 容量 负荷 增加 是 导致 尿毒 症 心肌 病 心 肌 肥 厚 的 
最 主要 原因 ,然而 近年 来 的 研究 发 现 尿 毒 症 心 肌 病 具有 
独立 于 负荷 增加 的 其 他 发 病 机 制 。Taylor 等 "运用 大 
鼠 大 部 分 肾 切 除 模型 研究 线粒体 氧化 功能 及 其 对 缺 血 
再 洪 注 的 敏感 性 ,发 现在 尿毒 证 心肌 病 大 鼠 心肌 中 线 粒 
体 呼吸 链 慢性 解 偶 联 ,从 而 导致 线粒体 功能 严重 受 损 。 


图 1 各 组 小 鼠 心脏 超声 
图 像 表现 

Fig.l Echocardiographic 
presentation in different 
groups. 
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Fig.3 Expression of AMPK, p-AMPK, mTOR, and 
p-mTOR in heart tissues. 


尿毒 症 心肌 病 最 主要 表现 为 左 心室 肥厚 。 本 实验 
以 真武 汤 治 疗 大 部 分 肾 切除 导致 的 尿毒 症 心肌 病 小 鼠 ， 
发 现 真武 汤 可 抑制 术 后 小 鼠 的 心肌 肥厚 。 进 一 步 研 究 
显示 模型 组 小 鼠 与 假手 术 组 相 比 p-AMPK 表 达 明 显 降 
低 ,p-mTOR 表达 明显 升 高 ,真武 汤 组 小 鼠 与 模型 组 相 
比 p-AMPK 表达 明显 升 高 ,p-mTOR 表达 明显 降低 ,说 
明 真 武 汤 抑 制 尿毒 症 心肌 肥厚 作用 与 AMPK-mTOR 信 
号 密切 相关 。AMPK"" 刚 被 发 现 是 作为 脂 质 合 成 代谢 
的 关键 负 向 调节 酶 ,后 来 发 现 其 在 抑制 许多 合成 代谢 过 
程 的 同时 也 激活 一 系列 分 解 代 谢 过程 。 雷 帕 霉 素 靶 蛋 
白 (TOR) 最 初 被 发 现 是 作为 雷 帕 考 素 抗 真 菌 的 作用 车 
点 。Zhou 等 用 艾 塞 那 肽 处 理 森 肾上腺 素 导致 的 肥厚 
心肌 细胞 ,发 现 其 可 通过 AMPK-mTOR 信号 途径 抑制 
心肌 细胞 肥厚 。 结 合 本 研究 结果 ,我 们 认为 真武 汤 抑 制 
尿毒 证 心肌 病 心肌 肥厚 效应 可 能 经 AMPK-mTOR 信和 号 
途径 实现 。 

既往 研究 * 证 实 真武 汤 可 通过 抑制 肾 小 球 肥 大 、 系 
膜 细胞 增生 及 足 突 肿胀 ,抑制 血管 紧张 素 开 及 膜 蛋 白 的 
表达 ,从 而 降低 尿 蛋 白 含量 ,改善 肾 功 能 。 真 武 汤 还 可 
通过 上 调 心肌 组 织 B 细胞 淋巴 瘤 基因 -2(Bcl-2) 表 达 , 下 
调 Bcl-2 相关 和 蛋白 (Bax) 表 达 抑 制 心肌 细胞 凋 亡 而 
改善 心 功能 刘 陪 等 "研究 发 现 , 以 真武 汤 治疗 冠 脉 
结扎 构建 的 大 鼠 心 力 衰竭 模型 时 ,大 鼠 血 清 中 血管 其 张 
素 开 明显 降低 ,提示 真武 汤 可 能 通过 对 肾 素 - 血 管 紧 张 
素 -醛固酮 系统 (RASS) 激 活 的 抑制 发 挥 其 抗 心肌 重 构 
作用 。 而 关于 真武 汤 对 尿毒 症 心肌 病 的 作用 目前 仍 未 
见 相关 研究。 本 实验 运用 真武 汤 治疗 尿毒 症 心肌 病 小 
鼠 有 效 ,并 且 进 一 步 从 分 子 生 物 学 层面 显示 其 治疗 作用 
可 能 是 通过 AMPK-mTOR 信号 途径 实现 。 本 研究 为 深 
人 曾 明 尿毒 症 心 肌 病 发 病 机 制 ,发 掘 尿毒 证 心肌 病 治 疗 
靶 点 提供 了 新 的 思路 与 途径 ,为 临床 运用 中 药 治疗 尿毒 
症 心肌 病 提 供 了 理论 依据 。 
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